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Vorrichtune und Methoden znr Durchfuhrung von elektrischen Messungen an 
Membrankorpern 

i 

Die Erfindung betrifft Vorrichtungen und Verfahren zur Untersuchung von Ionen- 
kanalen und Rezeptoren in Membranen, insbesondere Vorrichtungen und Verfahren 
zur Durchfuhrung gleichzeitiger elektrophysiologischer Messungen an einem Kol- 
lektiv von biologischen Zellen unter Verwendung von Connexinen oder Innexinen. 

1. Elektrophysiologische Methoden 

Zur Untersuchung der elektrischen Aktivitat von Ionenkanalen und Rezeptoren sind 
dem Fachmann verschiedene Methoden bekannt 

In den 50er Jahren des letzten Jahrhunderts wurde die Voltage Clamp Methode als 
eine prazise und verlassliche Methode zur Bestimmung der Aktivitat von Ionen- 
kanalen und Rezeptoren in der Membran lebender Zellen etabliert [1,2]. Dabei wird 
die zu untersuchende Zelle mit zwei Mikroelektroden, also mit Salzlosung gefullten 
spitz ausgezogenen Glaskapillaren, angestochen. Eine Elektrode misst das Potenjial 
im Zellinneren, also die tiber die Zellmembran abfallende elektrische Spannung. Die 
zweite Elektrode wird verwendet, urn einen elektrisch geregelten Stromfluss durch 
die Zellmembran zu erzeugen. In der Voltage Clamp Anordnung wird dieser Strom- 
fluss so geregelt, dass das Potential tiber die Zellmembran konstant bleibt (deshalb 
die Bezeichnung "Voltage Clamp"). Die Grofle des durch die Membran flieBenden 
Stroms ist dann ein direktes und sehr genaues und zeitnahes MaB ftir die Aktivitat der 
in der Zellmembran befindlichen Ionenkanale, die direkt oder indirekt von Rezepto- 
ren in der Zellmembran aktiviert werden. 

Alternativ wird bei der "Current Clamp" Methode der Strom auf einen festen Wert, 
der oft Null ist, eingestellt, und die nun sich firei einstellende Membranspannung wird 
gemessen (wozu es bei einer stromlosen Messung nur einer Mikroelektrode bedarf). 
Dann reflektiert der Wert der Spannung die Aktivitat der in der Zelle befindlichen 
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Rezeptoren und KanSle, diese Anordnung ist aber nicht so aussagekrSftig und prazise 
wie die Voltage Clamp Methode, weil der Zusammenhang zwischen der Aktivitat der 
Rezeptoren und dem gemessenen Spannungssignal bei der Current Clamp Anord- 
nung in der Regel nicht linear ist, wahrend das gemessene Stromsignal und die An- 
zahl der geoffneten Ionenkanale bei der Voltage Clamp Anordnung direkt proportio- 
nal sind. 

Ein Nachteil der klassischen elektrophysiologischen Voltage Clamp und Current 
Clamp Verfahren ist, dass sie mit dem Einstich einer Mikroelektrode in die Zelle 
verbunden sind und damit nur fur sehr groBe Zellen, wie z. B. dem Tintenfischaxon, 
Muskelzellen, oder Frosch Eizellen geeignet sind. Die Mehrzahl aller Zellen, die fur 
elektrophysiologische Versuche interessant ware (wie z. B. Nervenzellen, endocrine 
Zellen, Kulturzellen aller Art) sind viel kleiner und damit fur diese Methode unzu- 
ganglich. Ein zweiter Nachteil ist, dass diese Methode, wie alle elektrophysiolo- 
gischen Verfahren, sehr aufwendig ist und manuell von erfahrenen Fachleuten 
durchgefuhrt werden muss, so dass man nur wenige Experimente pro Tag durch- 
fuhren kann und eine industrielle Wirkstoffsuche ("High Throughput Screening oder 
HTS) damit ausscheidet. 

Bekannt ist weiterhin ein Verfahren zur Untersuchung der Offnungs- und SchlieB- 
mechanismen von IonenkanSlen in Zellmembranen, das patch clamp Verfahren, das 
Mitte der 70er Jahre von Neher und Sakmann entwickelt worden ist [3, 4]. Mit dieser 
Methode wurde die Begrenzung auf groBe Zellen, der die Elektrophysiologie vomer 
unterlag, aufgehoben. Es wird eine elektrolytgefullte Glaskapillare oder Pipette nicht 
eingestochen, sondem vorsichtig auf die Zellmembran aufgesetzt und leicht ange- 
saugt. Dabei bildet sich in der Regel das sogenannte Gigaseal, eine SuBerst hoch- 
ohmige, elektrisch dichte Verbindung zwischen der Pipettenspitze und der Zell- 
membran. Dies isoliert einen kleinen Membranfleck, den "patch", vom Rest der Zell- 
oberflache und erlaubt damit, einzelne Ionenkanale in diesem patch elektrisch zu 
beobachten. Weiter kann man den "patch" durchsaugen oder elektrisch zerstoren und 




gewinnt so einen elektrisch hochwertigen Zugang zum Zellinneren, ohne die Zelle 
sonst zu beschadigen oder gar zu zerstoren. 



Ein Nachteil der patch clamp Methode ist wieder die aufwendige Vorbereitung der 
5 Messungen, die auch erfahrenen Elektrophysiologen nur etwa 20 Messungen pro Tag 
erlaubt. Dies ist weitaus weniger, als fur modeme Hochdurchsatzverfahren gefordert 
wird. Zudem erfordert die konventionelle Patch-Clamp-Technik groBe Erfahrung und 
viel Fingerspitzengefuhl und ist daher nur bedingt automatisierbar. 



10 Bekannt sind aufierdem Arbeiten verschiedener Arbeitsgruppen und Firmen, die ver- 
suchen, die patch clamp Methode oder eine vergleichbare andere elektrophysiolo- 
gische Messanordnung so zu automatisieren oder zu parallelisieren, dass sie einen 
hSheren Durchsatz an Messungen erlaubt. Diese Ansatze kann man wie folgt unter- 
teilen: 

15 

(1) Automatisierung der bisherigen patch clamp Methode mit Glaspipetten, indem 
einzelne oder alle der aufwendigen manuellen Arbeitsschritte maschinell unter der 
Steuerung eines Computers ablaufen. Diese Ansatze sind zum Teil vielversprechend 
und konnen den Experimentator entlasten und die Anzahl der durchgefuhrten Mes- 
20 sungen damit urn einen gewissen Faktor, z. B. zehnfach, erhohen. Jedoch sind sie alle 
technisch sehr anspruchsvoll und teuer, und reichen im erzielbaren Durchsatz noch in 
keinem Fall an die im HTS notwendige Kapazitat von vorzugsweise >1 00000 Tests 
pro Tag heran. 

25 (2) Es werden Konzepte entwickelt, bei denen die patch clamp Pipette durch ein pla- 
nares oder ein inikrostrukturiertes Substrat ersetzt wird. Zum Beispiel kann es sich 
dabei urn eine Membran oder dunne Folie handeln, die mit kleinen (jam) LSchern 
versehen worden ist [5, 6, 7]. Die Idee ist, dass Zellen sich an die Locher anlagern 
und dort eine Abdichtung ahnhch des Giga-Seals bei der patch Pipette bilden, so dass 

30 dann durch das Loch eine ahnliche elektrophysiologische Messung der elektrischen 
Eigenschaften der Zellmembran moglich wird. Durch die planare Anordnung imd die 
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grundsatzliche Moglichkeit, in einem Substrat viele L6cher parallel mit Zellen zu 
belegen, erhoffl man sich eine Steigerung des Durchsatzes an Messungen bis in den 
HTS Bereich hinein. Es werden unterschiedliche Konzepte dieser Art von verschie- 
denen Arbeitsgruppen entwickelt, die sich vor allem in der Auswahl der Materialien 
5 fur das Substrat und in der Komplexitat der Geometrie der Locher unterscheiden, bis 
hin zu aufwendigen Strukturen, in denen das Substrat gleichzeitig Kanale zum Zu- 
oder Ableiten von Testsubstanzen oder dergleichen umfasst. 

Allen diesen Konzepten gemeinsam ist, dass sie bisher noch weitgehend unerprobt 
10 sind. In Einzelfallen gibt es Prototypen, bei denen das Anlagern und Abdichten der 
Zellen gezeigt worden ist. Dennoch ist es zweifelhaft, ob sich die elektrophysiolo- 
gische Ableitung in einer mit der patch clamp Methode vergleichbaren Qualitat auf 
diesem Wege realisieren lasst. Weiter ist noch vollig unklar, ob sich diese Konzepte 
in einer fiir das HTS ausreichenden Weise automatisieren oder parallelisieren lassen. 

15 

(3) Eine Sonderweg stellt eine Entwicklung der Bayer AG dar, die zur Zeit von der 
Firma MCS in Reutlingen in den Markt gebracht wird [8, 9]. Hier werden Xenopus 
Oocyten in 96-er Multiwell Platten gehalten und automatisch mit cDNA injiziert. Mit 
dieser Anordnimg lassen sich automatisierte elektrophysiologische Voltage Clamp 

20 Messungen an diesen Oocyten ausfuhren, so dass die in den Oocyten exprimierten 
Rezeptoren oder Ionenkanale einer automatischen Messung zuganglich sind. Damit 
konnte der Durchsatz an Messungen urn etwa das zehnfache gesteigert werden. Diese 
Methode ist jedoch ausschlieMch auf groBe Zellen, wie Xenopus Oocyten, be- 
schrankt und fiir kleine Zellen, die die (iberwiegende Mehrheit der Praparate darstel- 

25 len, nicht geeignet. Der Durchsatz dieser Anordnimg an Messungen ist mit den 
automatisierten patch clamp Methoden vergleichbar, und der fur ein HTS notwendige 
Durchsatz lasst sich auf diesem Wege nicht erzielen. Auch Abbott, Axon, und andere 
Firmen sind im Begriff, solche Methoden zu entwickeln. 

30 Ein weiterer dem Fachmann bekannter Weg zur elektrischen Messung von Ionen- 
kanalen und Rezeptoren ist der Eiribau in kunstliche Lipidmembranen [10]. Diese 
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Verfahren wurden schon in den 60er - 70er Jahren entwickelt und zeichnen sich 
durch hohen experimentellen Aufwand und geringe Reproduzierbarkeit der Ergeb- 
nisse aus, mithin sind sie fiir eine industrieUe Wirkstoffsuche zur Zeit keine Alterna- 
tive. Interessant sind jedoch neuere Ansatze, eine kttnstliche Lipidmembran durch ein 
geeignetes Substrat in der Weise zu stabilisieren, dass sie mechanisch fester, langer 
haltbar, und reproduzierbarer werden [11]. Voraussetzung fur elektrische Messungen 
an solche stabilisierten kunstlichen Membranen ist die Auswahl eines geeigneten 
Substrats, das gleichzeitig einen guten elektrischen Zugang zu beiden Seiten der 
Membran erlaubt. Als Substrate finden hier zum Beispiel Silicagele Verwendung, die 
ggf. zur Verbesserung der Stabilitat und Fluiditat der Membran mit einer polymeren 
Zwischenschicht versehen worden sind [12]. Auch kdnnen Bilayer auf dem Substrat 
mit geeigneten Kettenmolekttlen stabilisiert werden ('tethered bilayers'), [13]. 

Diese Verfahren sind zur Zeit noch keine Alternative fur ein HTS, insbesondere weil 
der Einbau funktioneller Rezeptoren oder Ionenkanale in diese kunstlichen 
Membrane noch nicht reproduzierbar gelingt und fur viele Arten von komplexeren 
Membranrezeptoren grundsatzlich unmSglich zu sein scheint. Es konnten jedoch mit 
einigen einfacheren Membranproteinen (Gramizidin, Alamethizin, MeUttin, Haemo- 
lysin), [10] einigen Kaliumkanalen und insbesondere auch Connexinen [14] elektri- 
sche Messungen an solchen kflnstlichen Membranen durchgefuhrt werden. 

2. Connexine, Connexone und Gap Junctions 

Dem Fachmann bekannt sind biologische Protein-Molekttle, sogenannte Connexine, 
welche bei der Kommunikation zwischen lebenden Zellen eine besondere Rolle 
spielen. Mittlerweile werden etwa funfzehn verschiedene Connexine aufgrund ihrer 
Aminosauresequenz unterschieden [15, 16]. Connexine kommen in alien Vertebraten 
vor und werden in der Regel mit Abkurzung wie z. B. Cx26 bezeichnet. Hierbei gibt 
die Zahl die chromatographische Grofie der Connexine in kD an. Bekannt sind bis- 
lang Connexine mit einem Molekulargewicht zwischen 26 und 56 kD. Altemativ zu 
dieser Nomenklatur hat sich eine zweite durchgesetzt, die die Connexine anhand von 
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Strukturmerkmalen in wenigstens 3 Klassen a, b und c einteilt und dann die entspre- 
chenden Connexine in den einzelnen Klassen durcbnummeriert. 

In der Zellmembran lagern sich jeweils sechs Connexine zu einem Connexon zu- 
sammen. Ein Connexon ist eine ringfdrmige Struktur, die die Zellmembran durch- 
quert und grundsatzlich in der Lage ist, einen sehr weiten, unspezifischen Ionenkanal 
Oder eine wassergefullte Pore zu bilden. Dabei sind diese Poren aber in der Regel 
geschlossen, solange sich das Connexon in der Membran einer einzelnen, gesunden 
Zelle befindet. Beruhren sich jedoch zwei Zellen, die in ihrer Membran jeweils mit- 
einander kompatible Connexone aufweisen, dann kommt es zwischen zwei 
Connexonen der gegenttberliegenden Zellen zur Bildung eines Gap Junction Kanals 
(auch als elektrische Synapse bezeichnet), der nunmehr den Abstand zwischen den 
Zellmembranen uberbrttckt Die Bildung eines Gap Junctions Kanals erfolgt bei 
Kontakt in der Regel in wenigen Minuten. Der ausgebildete Gap Junction Kanal ist 
eine Struktur aus in der Regel 12 identischen oder verschiedenen Connexinen, bzw. 
aus zwei Connexonen. Der Kanal besitzt eine ggf. verschliefibare zentrale Pore mit 
einem Durchmesser von etwa 1,5 bis 2 nm. Der wesentliche Unterschied zu anderen 
MembrankanSlen ist, das Gap Junction Kanale zwei aneinanderliegende Zell- 
membranen durchziehen und damit nicht eine Verbindung zwischen dem Zellinneren 
mit dem AuBemnedium, sondem eine Verbindung zwischen den intrazellularen Me- 
dien der beiden Zellen herstellen. 

Dabei ermSglichen Gap Junction Kanale anorganischen Ionen und kleinen wasser- 
I6slichen Molekulen bis zu einer molekularen Masse von ca. 1000 Dalton den direk- 
ten Durchgang von dem Cytoplasma der einen Zelle ins Cytoplasma der anderen 
Zelle. Damit sind die zwei Zellen sowohl mechanische, elektrisch als auch metabo- 
lisch verbunden. Gap Junction Kanale gehoren zu den epithelialen Zell-Zell-Verbin- 
dungen und finden sich in nahezu alien Epithelien und vielen anderen Gewebetypen. 
In der Regel sind viele Gap Junction Kanale in Form von Feldern organisiert, wobei 
diese Strukturen dann als Gap Junction im eigentlichen Sinne bezeichnet werden. 
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Die Gap Junction Kanale verbundener Zellen sind in der Kegel geofthet und die 
Connexine gestreckt. Erleidet eine Zelle einen massiven Calciumeinstrom von auBen, 
etwa durch eine Verletzung, so wird die Verbindung zu benachbarten Zellen unter- 
brochen indem sich die Connexine allosterisch miteinander verwinden. 

5 

Connexine konnen verfugbar gemacht werden durch Aufreinigen von Zellmembra- 
nen aus Zellen, die Connexine enthalten, z. B. Augenlinse, Herzmuskel, glatte Mus- 
kulatur, oder Epithelzellen sowie durch gentechnische Expression der Connexine in 
Bakterien, Hefen oder anderen Zellen. Es ist weiter bekannt, dass Connexine durch 
10 Verbindung mit einem Marker, wie zum Beispiel einem fluoreszierenden Protein- 
fragment, versehen werden konnen so dass ihr Vorhandensein in einer Zellmembran 
mit einfachen optischen Verfahren nachweisbar wird [17]. 

Es sind dem Fachmann Verfahren bekannt, mit denen Connexone in kunstliche 
15 Membranen oder andere zellfreie Systeme eingebaut werden konnen. [14]. Diese 
Connexone und Gap Junctions weisen haufig noch die gleichen Eigenschaften - wie 
z.B. PorengroBe, Ionenselektivitat, elektrisches Verhalten - auf, wie in ihrer natur- 
lichen Umgebung. Es ist bekannt, dass es auch zwischen zwei Connexonen, die in 
kunstliche Membranen eingelagert sind, bei Kontakt der Membranflachen zur Aus- 
20 bildung eines funktionsfahigen Gap Junction Kanals kommt [18]. 

Weiterhin ist bekannt, dass Invertebraten eine funktionell ahnliche Klasse von 
Membranproteinen aufweisen, die Innexine genannt werden [19]. Die hiermit gebil- 
deten Kanale besitzen allerdings eine groBere Pore, die Molekulen bis zu einem Ge- 
25 wicht von 2000 Dalton den Durchgang ermoglicht. 

Es ist weiterhin bekannt, dass auch in Pflanzen Verbindungen zwischen den Zellen 
vorkommen, die ahnliche Eigenschaften aufweisen wie Gap Junctions und die als 
Plasmodesmata bezeichnet werden. Diese uberspannen ebenfalls die Zellzwischen- 
30 wand benachbarter Zellen und ermoglichen ebenfalls einer begrenzten Anzahl von 
Ionen und kleiner Molekule die Passage von Zelle zu Zelle. Im Gegensatz zu den 
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Kanalen bei tierischen Lebewesen sind die Plasmodesmata jedoch von der Plasma- 
membran begrenzt. 

Ausgehend von dem oben beschriebenen Stand der Technik ergibt sich nun die tech- 
5 nische Aufgabe, verbesserte Methoden zur Durchfuhrung elektrochemischer Unter- 
suchungen an Membrankorpern zu entwickeln. Diese Aufgabe wird mit den erfin- 
dungsgemaBen Anordnungen und Methoden gelost, welche im Folgenden beschrie- 
ben werden. 



10 Die Erfindung betrifft Vorrichtungen und Methoden zur Durchfuhrung von elektri- 
schen Messungen an Membrankorpern, bevorzugt biologischen Membrankorpern. 
Diese elektrischen Messungen erlauben Ruckschliisse auf den Zustand und auf das 
Verhalten von membranstandigen Biomolekulen, und auf deren Reaktion gegentiber 
eventuellen Effektormolekiilen. 

15 

ErfindungsgemaBe Vorrichtungen enthalten mindestens eine elektrische Messappa- 
ratur (1), eine, bevorzugt aber zwei Elektroden (2) und eine Membran (3), in welche 
biologische Molekule (4) eingelagert sind, die die gleichen oder ahnliche Eigen- 
schaften haben wie Innexine, Connexine oder Connexone. Bevorzugt sind Innexine, 
20 Connexine oder Connexone in die Membran eingelagert. Dabei konnen jeweils 
Innexine, Connexine oder Connexone der gleichen Art oder auch Innexine, 
Connexine oder Connexone verschiedenen Typs in die Membran eingelagert sein. 



Auf beiden Seiten der Membran befindet sich jeweils eine elektrolytische Fltlssig- 
25 keit, die bevorzugt Puffereigenschaften hat. Auf der einen Seite der Membran wird 
bevorzugt eine Fliissigkeit verwendet, welche die fur das Uberleben von lebenden 
Zellen notwendigen Eigenschaften hat. Hierzu gehort z.B. eine geeignete Konzentra- 
tion imd Zusammensetzung an Salzen, ein physiologisch vertraglicher pH-Wert, ggf. 
auch das Vorhandensein von Nahrstoffen und/oder eine geeignete Konzentration an 
30 Sauerstoff. 
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Die Elektroden sind bevorzugt derart angeordnet, dass sich jeweils eine Elektrode auf 
jeder Seite der Membran befindet. Die Membran mit den eingelagerten Biomolekii- 
len ist bevorzugt so ausgefuhrt, dass sie in Abwesenheit von geoffheten Ionenkanalen 
einen hohen elektrischen Widerstand aufweist. 



Die erfindungsgemaGe Vorrichtung kann fiir die erfindungsgemaBen Methoden zur 
Durchfuhrung von elektrischen Messungen an Membrankorpern verwendet werden. 
Hierflir werden biologische Membrankorper (5) ausgewahlt, deren Membran eben- 
falls Biomolekule enthalt, welche die gleichen oder ahnliche Eigenschaften haben 
wie Innexine, Connexine oder Connexone. Bevorzugt sind Innexine, Connexine oder 
Connexone in die Membran der Membrankorper eingelagert. 

Besonders bevorzugte Membrankorper, im Sinne der Erfindung, sind lebende Zellen. 
Diese Zellen exprimieren bevorzugt Connexine oder Innexine. Zellen, die normaler- 
weise keine Connexine oder Innexine exprimieren, konnen durch Transfektion mit 
cDNA, mRNA oder eine andere Form geeigneter Sequenzen genetisch, oder durch 
Einbau von bereits existierenden Connexinen oder Innexinen auf eine andere Weise, 
derart modifiziert werden, dass die gewunschten Connexine oder Innexine in die 
Membran der Zellen eingebaut werden und dort bevorzugt genau so funktionieren 
wie Connexine und Innexine in anderen Zellen. Man wahlt vorzugsweise eine stabile 
Transfektion. Koppelt man die Expression des Connexins, Innexins und/oder des zu 
imtersuchenden Rezeptors bzw. Ionenkanals an die Expression eines fluoreszieren- 
den Proteins (z. B. GFP), so ist eine Vorauswahl von geeigneten Zellen mittels Fluo- 
reszenzspektroskopie moglich. Weisen die verwendeten Zellen bereits Connexine 
auf, so konnen diese bei Eignung direkt verwendet werden. Mochte man jedoch 
einen anderen Typ von Connexinen verwenden, so kann der Einbau endogener 
Connexine in die Zellmembran durch Zugabe einen geeigneten Oligonucleotides (Cx 
Antisense Nucleotide) vorUbergehend unterdruckt werden. 

Durch die speziellen Eigenschaften der in die Membran (3) und in die Membrankor- 
per (5) eingelagerten Biomolekule lagern sich nun bevorzugt Membrankorper uber 
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Gap Junctions (7) an die Membran an. Diese dabei gebildeten Gap Junctions stellen 
einen elektrischen Zugang von der den Membrankorpem abgewandten Membranseite 
zum Innem der angelagerten Membrankorper dar. 

Der Nachweis von fiinktionsfahigen Gap Junctions kann ttber elektrische Messungen 
(Double Voltage Clamp) oder die optische Beobachtung des Transfers von Farbstof- 
fen mit geringem Molekulargewicht (z. B. Lucifer Gelb) erfolgen. Letztere erlaubt 
die Abschatzung der Kopplung eines Ensembles von Zellen mittels Methoden der 
Bildverarbeitung. 

Die erfindungsgemaBen Membrankorper enthalten bevorzugt weitere membranstan- 
dige Biomolekttle (8) (Targets), deren Eigenschaften durch die erfindungsgemaBen 
Methoden untersucht werden konnen. Diese Targets sind bevorzugt Ionenkanale oder 
Rezeptoren oder andere Biomolekttle, welche direkt oder indirekt Ladungsbewegun- 
gen durch Membranen beeinflussen konnen. 

Ladungsbewegungen und/oder Potentialdifferenzen durch die Membran der angela- 
gerten Membrankorper konnen nun bevorzugt ttber die beiden Elektroden abgeleitet 
und quantifiziert werden. 

Ein besonders bevorzugtes erfindungsgemaBes Verfahren ist die Untersuchung der 
Effekte, die Substanzen auf die zu untersuchenden membranstandigen Biomolekttle 
(Targets) ausuben. Es konnen so Modulatoren (d.h. Inhibitoren und Aktivatoren des 
Targets und andere Stoffe, die die Expression des Targets beeinflussen) identifiziert 
werden. Diese Stoffe sind potentielle Wirkstoffe fur die Behandlung von Krankheiten 
die mit der Funktion des jeweiligen Targets in Zusammenhang stehen. 



Die Erfindung betriffl weiterhin die mit den erfindungsgemaBen Verfahren gefunde- 
nen Wirkstoffe sowie Verfahren zu deren Herstellung. 
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"Elektrische Signale", im Sinne der Erfindung, sind physikalische GroBen, die mit 
der Verteilung von elektrischen Ladungen, also Elektronen, Protonen, oder Ionen, 
im betrachteten System in Zusammenhang stehen. Elektrische Signale, die in erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtungen aufgenommen werden k6nnen sind z.B. die elektrische 
Stromstarke, die elektrische Kapazitat, oder die elektrische Potentialdifferenz sowie 
Anderungen und Fluktuationen dieser Parameter, wie zum Beispiel Aktionspotenti- 
ale. 

"Membrankorper", im Sinne der Erfindung, sind von einer Membran umschossene, 
mit einer Flfissigkeit gefUUte Volumenelemente. ErfindungsgemaBe MembrankSrper 
sind bevorzugt biologische Membrankdrper, wie z.B. lebende Zellen. Dazu gehfiren 
Zellen, die aus lebenden Geweben durch Dissoziation isoliert wurden (Primarkultu- 
ren). Dazu gehoren ebenso Zellen, die als etablierte Zelllinien in Kultur gehalten 
werden, wie CHO-Zellen, HEK-Zellen, NIH3T3-Zellen, HeLa-Zellen aber auch tran- 
sient transfizierte Zellen oder Primarzellen. Biologische Membrankorper, im Sinne 
der Erfindung sind auBerdem kunstlich erzeugte MembrankQrper, bei welchen z.B. 
eine Lipiddoppelschicht ein begrenztes Volumen eines wassrigen Mediums ein- 
schlieBt (Vesikel). Diese Membrankorper enthalten dann vorzugsweise mindestens 
eine biologische Komponente, z.B. ein in der Lipiddoppelschicht eingelagertes Poly- 
peptid, ein membranstandiges Enzym, einen Ionenkanal oder einen G-Protein gekop- 
pelten Rezeptor. Biologische Membrankorper, im Sinne der Erfindung konnen auch 
bakterielle Zellen, Pilzzellen oder Zellen anderer einzelliger oder mehrzelliger Orga- 
nismen sein. Biologische Membrank6rper, im Sinne der Erfindung sind, z.B. auch 
Protoplasten von Pilzzellen und Pflanzenzellen, die durch Entfemen auBenliegender 
Zellwande oder ahnlicher Strukturen erzielt werden. Biologische Membrankorper, im 
Sinne der Erfindung sind weiterhin auch Membrankorper, die - wie z.B. Synaptoso- 
men- durch Abspaltung oder Vereinigung aus den Membranen von lebenden Orga- 
nismen erzeugt oder die durch die Vereinigung solcher Praparate mit synthetischen 
Lipidvesikeln erhalten worden sind. 
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"Elektrische Messapparatur", im Sinne der Erfindung, ist eine Voirichtung, die es 
erlaubt, elektrische Signale aufzunehmen und ggf. zu quantifizieren. 

Das "Membranpotential" ist die elektrische Potentialdififerenz zwischen den gegen- 
tiberliegenden Seiten einer Membran. 

"Wirkstoffe", im Sinne der Erfindung, sind Stoffe, welche die Aktivitat von biologi- 
schen Molekttlen beeinflussen konnen. Bevorzugte Wirkstoffe, im Sinne der Erfin- 
dung, sind solche, die spezifisch die Aktivitat von einzelnen biologischen Molekttlen 
oder von Gruppen von biologischen Molekttlen beeinflussen. Besonders bevorzugte 
Wirkstoffe sind solche, welche die Aktivitat von Rezeptoren und/oder Ionenkanalen 
beeinflussen. 

"Supported Bilayer" sind Membranen, die sich auf der einen Seite in Kontakt mit 
oder in unmittelbarer Nahe von einem geeigneten festen, porSsen oder gel-artigen 
Material befinden. Dadurch werden sie gegenttber frei tragenden Membranen mecha- 
nisch stabiler und belastbarer. 

Die vorliegende Erfindung betrifft 

1. eine Messanordnung zur Messung elektrischer Signale an Membrankorpern 
enthaltend eine elektrische Messapparatur (1), Elektroden (2), eine Membran 
(3) enthaltend Connexine oder Innexine (4), und einen MembrankSrper (5) 
ebenfalls enthaltend Connexine oder Innexine (6) dadurch gekennzeichnet, 
dass ein elektrisch leitender Zugang von der dem MembrankSrper abge- 
wandten Membranseite zum Innern des Membrankorpers durch Gap Junction 
Kanale (7) hergestellt wird. 

2. ein Verfahren zur Messung elektrischer Signale an Membrankorpern dadurch 
gekennzeichnet, dass eine Messanordnung gemSB Punkt 1 verwendet wird. 



3. 



ein Verfahren nach Punkt 2, wobei das gemessene elektrische Signal 
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i) das Membranpotential des Membrankfirpers, 

ii) der durch die Membran flieBende elektrische Strom, und/oder 

iii) die elektrische Kapazitat der Membran ist. 

4. ein Verfahren zur Auffindung von Wirkstoffen, welche die Eigenschaften von 

Rezeptoren und/oder Ionenkanalen (8) beeinflussen, dadurch gekennzeichnet, 
dass 

i) mindestens ein Membrankorper (5) enthaltend besagte Rezeptoren 
und/oder Ionenkanale mit mindestens einer Testsubstanz in Kontakt 
gebracht wird, und 

ii) mindestens ein elektrisches Signal an dem Membrank5rper oder den 
Membrankorpern mit einer Messanordnung gemaB Punkt 1 gemessen 
wird, 

wobei diejenigen Testsubstanzen, welche das gemessene elektrische Signal 
beeinflussen, als Wirkstoffe ausgewahlt werden. 

5. ein Verfahren zum Transport von Stoffen in einen Membrankorper hinein 
oder aus einem MembrankSrper heraus dadurch gekennzeichnet, dass der 
Stoff durch Gap Junction Kanale in den Membrankorper hinein oder aus dem 
Membrankorper herausgelangt. Dabei folgt der zu transportierende Stoff 
einem elektrischen Potentialgradienten, einem Konzentrationsgradienten, oder 
einem Druckgradienten fiber der Membran der erfindungsgemSBen Anord- 
nung 

>. eine Messanordnung gemaB Punkt 1, wobei besagte Membran als Supported 
Bilayer ausgefuhrt ist. 

eine Messanordnung gemaB Punkt 6, wobei besagte Membran als supported 
bilayer auf einem Substrat aus Silicagel mit einer lipidkompatiblen Polymer- 
Zwischenschicht, oder als 'tethered bilayer' ausgefuhrt wird 
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8. eine Messanordnung gemaB Punkt 1, bei der die Membran das Ende einer 
Kapillare iiberspannt. 

9. die Verwendung einer Messanordnung gemaB Punkt 1 als Biosensor zum 
Nachweis von Stoffen. 

10. die Verwendung von Connexin-dotierten Membranen als Substrat fur das 
Wachstum lebender Zellen in Zellkultur mit der Moglichkeit die elektrische 
Aktivitat der Zellen zu ttberwachen. 

11. die Messanordnung gemaB Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, dass besagte 
Membran in Form einer lebenden Zelle vorliegt. 

Die erfindungsgemaBen Vorrichtungen und Methoden werden weiterhin die durch 
folgende Ausfiihrungsbeispiele verdeutlicht Die Ausfiihrungsbeispiele sind lediglich 
bevorzugte Ausfuhrungen der Erfindung und wirken nicht beschrankend auf den Er- 
fmdungsgegenstand. 

Abbilduneen 

Fi g" r 1 zeigt eine typische Messanordnung im Sinne der Erfindung mit elektrischer 
Messapparatur (1), Elektroden (2), einer Membran (3) enthaltend Connexine oder 
Innexine (4), einem Membrankorper (5), Gap Junction Kanalen (7) und Targets (8). 




Beispiel 1 

Eine Messanordnung zur Messung elektrischer Signale an Membrankorp ern ist in 
Abbildung 1 wiedergegeben. Sie besteht aus einer Elektrode (z. B. einer Gold- 
elektrode) am Boden einer kleinen Kammer, z.B. einer Kammer in einer Mikroti- 
terplatte. Oberhalb der Elektrode ist eine elektrisch dichte kunstliche Membran (3) 
angebracht, wobei sich im Zwischenraum zwischen Membran und Elektrode eine 
Elektrolytlosung als Ionenreservoir befindet. Zusatzlich weist die Messanordnung 
eine zweite Elektrode auf, die sich oberhalb der kunstlichen Membran befindet. In 
die kunstliche Membran sind funktionsfahige Hemichannels (Connexone) derart ein- 
gebracht, dass sie in der Membran frei diffundieren konnen und dass ihre normaler- 
weise extrazellulare Domane sich oberhalb (trans) der Membran befindet. Je nach 
beabsichtigtem Vorhaben werden geeignete Connexintypen verwendet. Ggf. werden 
Connexone aus mehr als einem Connexin aufgebaut (heteromerische Connexone). 
Die Auswahl der geeigneten Connexine erfolgt entsprechend den Anforderungen des 
beabsichtigten Tests. Es wird so vorgegangen, dass man ohne Zugabe von den zu 
untersuchenden Wirkstoffen ein moglichst kleines elektrisches Signal misst und bei 
einer Wechselwirkung der Wirkstoffe mit den zu untersuchenden Ionenkanalen und / 
oder Rezeptoren (8) ein moglichst grofier Anstieg des beobachteten Signals erfolgt. 

Fur die Durchfiihrung einer Messung wird in besagte Kammer, welche bereits die 
kunstliche Membran wie oben beschrieben enthalt, eine Suspension mit geeigneten 
Zellen hinzugegeben. Diese Zellen (5) weisen in der Zellmembran mindestens einen 
zu untersuchenden Ionenkanal oder Rezeptor (8) auf und zusatzlich Hemichannels 
(6), die in geeigneter Weise mit den Hemichannels in der kunstlichen Membran (4) 
der Messanordnung funktionsfahige Gap Junctions (7) ausbilden. 

Die Hemichannels in der kunstlichen Membran sind zunachst geschlossen, solange 
an ihrem Ort keine Zelle aufliegt. Dies wird dadurch sichergestellt, dass fiber die 
Membran eine elektrische Spannung angelegt wird. Beim Kontakt einer Zelle mit der 
kunstlichen Membran kommt es auch zum Kontakt zwischen Hemichannels in der 
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kttnstlichen Membran und der Zellmembran und damit zur Ausbildung von Gap 
Junctions. Es kann durchaus vorkommen, dass sich zusatzlich Gap Junctions 
zwischen benachbarten Zellen ausbilden, oder dass manche der Zellen nur indirekt 
iiber andere Zellen eine leitende Verbindung zum Ionenreservoir aufbauen. Dies ist 
aber ftir die erfindungsgemaBe Nutzung dieser Anordnung kein Hindernis. Vielmehr 
kann sich hierdurch sogar eine Verstarkung des beobachteten Signals ergeben, die die 
Empfindlichkeit der Messanordnung noch verbessert. 

Besonderes geeignet fur die Messanordnung sind Connexone mit einem Spannungs- 
verhalten derart, dass sie als Hemichannel geschlossen oder als Hemichannel nur bei 
niedriger Potentialdifrerenz ( zum Beispiel weniger als 20 mV) iiber die Zell- 
membran offen und bei grSBerer Potentialdifferenz geschlossen sind. 

Bewirkt nun die Zugabe eines potentiellen Wirkstoffs oder die Reizung durch ein 
aufgeprSgtes elektrisches Signal eine Anderung des Zustandes von Ionenkanalen 
oder Rezeptoren in der Zellmembran, die wiederum zu einer Anderung des 
Membranpotentials der Zellen fuhrt, so ergibt sich hierdurch ein Ionenstrom fur die- 
jenigen Zellen, die direkt oder indirekt eine leitende Verbindung zum Ionenreservoir 
unterhalb der kiinstlichen Membran aufgebaut haben. Dieser Ionenstrom wird ge- 
messen. Hierfur eignen sich elektrische Messgerate wie sie dem Fachmann aus typi- 
schen elektrophysiologischen Messungen, z. B. Patch-Clamp Messungen, bekannt 
sind. 

Als Messergebnis erhalt man also ein Stromsignal, das dem gesamten aufsummierten 
Stromfluss durch die Zellmembranen all jener Zellen entspricht, die iiber die einge- 
bauten Gap Junctions in leitender Verbindung mit dem Ionenreservoir stehen. 

Alternativ dazu kann man auch die elektrische Spannung messen und erhalt dann ein 
Spannungssignal, dass das Verhalten der Ionenkanale und Rezeptoren in eben diesen 
Zellmembranen in nachvollziehbarer Weise wiedergibt. Damit ist die beschriebene 
Messanordnung geeignet, das elektrische Verhalten von Ionenkanalen und Rezepto- 
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ren direkt und unmittelbar, mit hoher Prazision und guter zeitlicher Auflosung zu 
bestimmen und auch die Anderungen dieses Verhaltens, die zum Beispiel durch be- 
kannte oder potenzielle Wirkstoffe ausgelSst werden, genau nachzuweisen und zu 
bewerten. Die ZeitauflSsung der Messanordnung wird durch die elektrischen Eigen- 
schaften der Gap Junctions bestinunt, die in ihrer naturlichen Funktion eine Zeitauf- 
UJsung im Sub-Millisekundenbereich aufweisen. 



Beispiel 2: Bestimmung der Gesamtmembranflache 



Die Entstehung der gewiinschten Ableitkonfiguration, bei der die an die am Substrat 
anliegenden Zellen mittels der Ausbildung von Gap Junctions eine elektrische Ver- 
bindung mit dem Ionenreservoir aufhehmen, kann ebenfalls mit elektrischen Mes- 
sungen uberwacht werden. Insbesondere ist mit geeigneten elektronischen Messver- 
fahren, die dem Fachmann bekannt sind, die elektrische Kapazitat der Membran und 
der uber Gap Junctions damit in Verbindung stehenden Membrankorper zu ermitteln. 
Diese Methode ist geeignet, die Gesamtmembranflache des Systems zu ermitteln und 
damit die Anzahl der angelagerten, mit der Membran tiber Gap Junctions verbunde- 
nen Zellen zu bestimmen. Auch kann man dieses Signal zur Bestimmung des Ein- 
flusses von Testsubstanzen auf diese Anordnung heranziehen. Insbesondere kann auf 
diese Weise das Auftreten von Exozytose in den angelagerten MembrankSrpern fest- 
gestellt werden. 



Alternativ wird durch Zugabe eines geeigneten Farbstoffs zu dem Ionenreservoir 
oder zu den Zellen optisch nachgewiesen, wie viele Zellen eine leitende Verbindung 
mit dem Ionenreservoir eingegangen sind. Hierfur eignen sich Farbstoffe mit kleinem 
Molekulargewicht, wie z. B. Luzifer Gelb, die durch Gap Junction KaMle diffundie- 
ren konnen. 



Mit Hilfe der Bestimmung der Anzahl der angelagerten und damit elektrisch ver- 
bunden Zellen kann das gemessene Signal normiert werden, so dass die Ergebnisse 
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verschiedener Versuche mit ahnlichen, aber voneinander abweichenden Versuchsan- 
ordnungen direkt verglichen werden kSnnen. 

Beispiel 3; Parallelisierte Verfahren 

Der in Beispiel 1 beschriebene Aufbau wird dahingehend modifiziert, dass mehrere 
oder eine grofiere Zahl der beschriebenen Kammem nebeneinander eingerichtet wer- 
den, dass also zum Beispiel jede Kammer einer Mikrotiterplatte eine Messanord- 
nung gemSB dem Beispiel 1 darstellt. Die einzelnen Messkammern werden sequen- 
tiell, in Gruppen oder gleichzeitig ausgelesen. Hierfur kSnnen unter anderem Viel- 
kanal-Verstarkersysteme zum Einsatz kommen wie sie aus der MEA (multi- 
electrode-array)-Technik oder den Detektoren in der Hochenergiephysik bekannt 
sind. 

Als Mikrotiterplatte werden zum Beispiel solche mit 96, 384, 1536 oder einer belie- 
bigen anderen Anzahl von Kammern verwendet. Damit wird die Messanordnung 
bevorzugt so gestaltet, dass sie mechanisch und geometrisch mit den bereits in der 
Wirkstoffiforschung etablierten HTS Systemen und Anlagen kompatibel ist, so dass 
der technischen Anwendung der Erfindung fur die praktische Wirkstoffsuche keine 
Hindernisse entgegenstehen. Bestehende Pipettier- und Dispensiergerate kSnnen 
dann weiterhin verwendet werden. Lediglich das Detektionssystem wird urn ein ge- 
eigneten Auslesekopf erweitert, der in der Lage ist die elektrischen Signale aus den 
Mikrotiterplatten auszulesen. 
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Patentanspriiche: 

1. Messanordnung zur Messung elektrischer Signale an Membrankorpern ent- 
haltend eine elektrische Messapparatur (1), Elektroden (2), eine Membran (3) 
enthaltend Connexine oder Innexine (4), und einen Membrankorper (5) eben- 
falls enthaltend Connexine oder Innexine (6) dadurch gekennzeichnet, dass 
ein elektrisch leitender Zugang von der dem Membrankorper abgewandten 
Membranseite zum Innern des Membrankorpers durch Gap Junction Kanale 
(7) hergestellt wird. 

2. Verfahren zur Messung elektrischer Signale an biologischen Membrankor- 
pern dadurch gekennzeichnet, dass eine Messanordnung gemafi Anspruch 1 
verwendet wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei das gemessene elektrische Signal 

i) das Membranpotential des Membrankorpers, 

ii) der durch die Membran flieflende elektrische Strom, und/oder 

iii) die elektrische Kapazitat der Membran ist 

4. Verfahren zur Auffmdung von Wirkstoffen, welche die Eigenschaften von 
Rezeptoren und/oder Ionenkanalen beeinflussen, dadurch gekennzeichnet, 
dass 

i) mindestens ein Membrankorper enthaltend besagte Rezeptoren 
und/oder Ionenkanale mit mindestens einer Testsubstanz in Kontakt 
gebracht wird, und 

ii) mindestens ein elektrisches Signal an dem Membrankorper oder den 
Membrankorpern mit einer Messanordnung gemafi Anspruch 1 ge- 
messen wird, 

wobei diejenigen Testsubstanzen, welche das gemessene elektrische Signal 
beeinflussen, als Wirkstoffe ausgewahlt werden. 
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5. Verfahren zum Transport von Stoffen in einen Membrank8rper hinein oder 
aus einem Membrankorper heraus dadurch gekennzeichnet, dass der Stoff 
durch Gap Junction Kanale in den Membrankorper hinein oder aus dem 
MembrankSrper herausgelangt, wobei der Transport des Stoffes durch einen 
Konzentrationsgradienten, eine elektrische Spannungsdifferenz, oder eine 
Druckdifferenz angetrieben wird. 

6. Messanordnung gemaB Anspruch 1, wobei besagte Membran als Supported 
Bilayer ausgefuhrt ist. 

7. Messanordnung gemaB Anspruch 1, bei der die Membran das Ende einer Ka- 
pillare tiberspannt. 

8. Verwendung der Messanordnung gemaB Anspruch 1 als Biosensor zum 
Nachweis von Stoffen. 

9. Verwendung von Connexin-dotierten Membranen als Substrat fiir das 
Wachstum lebehder Zellen in Zellkultur mit der MQglichkeit die elektrische 
Aktivitat der Zellen zu iiberwachen. 

10. Messanordnung gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass besagte 
Membran in Form einer lebenden Zelle vorliegt. 
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Vorrichtu ng und Methoden zur Durchfiihrung von elektrischen Mgssungen an 
MembrankSrpern 



Zusammenfassung 



Die Anmeldung betrifft eine Messanordnung zur Messung elektrischer Signale an 
biologischen Membrankorpern bei der ein elektrisch leitender Zugang zum Innern 
des Membrankorpers durch Gap Junction Kanale hergestellt wird. 



